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@ Enantlomdre dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4^,6.7 thl6no (3^-c)pyrldyl-5) (chloro-2 phtoyt)-ac6tate de m^tbyle, i 
proc6d6 de pr6paratlon at les compositions phamiaceuflques le lenfermant 

fLa pr6sente invention conceme l'6nantiomdre dextrogyre 
formule 



COOCH3 




et ses sels pharmaceutiquament acceptables. 

L'invention conceme aussl un procddS de preparation de ce 
compost t partir du rac6mique et les compositions pharma- 
ceutiques le renfermant. 
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Description 

Enantiomfere dextrogyre de I* a-(tetrahydro-4.5,6,7 thl6no (3,2-c) pyridyl -5) (chloro-2 ph§nyl)-ac6tate de 
mSthyle, son proc6d6 de pr6|3aratlon et les compositions phannaceutiques le renfermant. 



La pr6sente Invention est relative k i*6nantlomire dextrogyre de I*alpha-(tetrahydro-4,5,6.7 thieno (3,2-c) 
pyridyl -5) (chloro-2 ph6nyl)-ac§tate de m6thyle, k son proc6d6 de preparation et aux compositions 
pharmaceuttques le renfermant. 

Le compose de I'inventlon r6pond k la fonmule (i) suivante : 

10 

COOCH3 




dans laquelle ie carbone C* est un carbone asymetrique. En fait, cette formule represente aussi bien la 
mol6cule dextrogyre revendlqu6e que son enantiom^re levogyre. Le m61ange rac6mique r6pondant k cette 
formule a 6t6 d6crit dans la demande de brevet fran9als pubiid sous le n° 2 530 247. On d§slgnera cl-apr6s par 
Id r6nantlom§re dextrogyre revendiqufe selon IMnvention. et comme U I'enantiomere l6vogyre, 
25 On salt que le pouvoir rotatolre d'un compose depend du solvent dans lequel 11 est mesure et de sa 
concentration dans ce solvant L'isom6re dextrogyre selon Tinvention a un pouvoir rotatolre posltif en solution 
dans le methanol. 

De fapon inattendue, seul r6nantiom§re dextrogyre Id pr6sente une activity anti-agr6gante plaquettalre. 
r§nantiom6re livogyre U §tant inactif. Par ailleurs. TfenantiomSre levogyre U inactif est le molns bien tol6r6 des 
30 deux 6nantiom§res. 

L'invention conceme egalement les sels d*addltion des compos§s de formule (Id) avec les acides mineraux 
ou organlques pharmaceutiquement acceptables. 

Le compose (Id) est une huile, tandls que son chlorhydrate se pr6sente sous fomie d'une poudre blanche. 
Les produits huileux sont g6neralement difflclles d purifier, et on pr§fere utiliser pour la preparation de 
35 compositions pharmaceutiques des produits cristalllns qui peuvent g6n§ralement §tre purifies par 
recristaHisation. 

On a toutefols constate dans le cas present, que certains sels du compose (Id) precipitent generalement 
sous forme amorphe et/ou qu'ils sont hygroscoplques, ce qui rend delicate leur manipulation au stade 
Industrial. On a done prepare les sels d'acides carbo>^lques et sulfoniques classlques en pharmacie. tels que 
40 les acides acetique, benzolque, fumarique, maieique. citrique, tartrique, gentlsique, m6thanesulfonique. 
ethansulfonique, benzenesulfonique. et laurylsulfonlque, ainsi que le sel de I'aclde dobeslllque (F « 70*C), et 
celui de I'acide para-toluenesuifonlque (F = 51 °C), dont la purification s'est averee delicate. 

On a trouve parmi les sels d'acides organiques et mineraux de I'lsomere dextrogyre du compose de formule 
Id, des sels qui cristallisent facilement, ne sont pas hygroscopiques et sont suffisamment hydrosolubles pour 
45 que leur utilisation comme principes actifs de medicament soit particulierement avantageuse. 

La pr6sente invention concerne done plus particulierementrhydrogenosulfate, le taurocholate et le 
bromhydrate de I'enantiomere dextrogyre de I'alpha- (t6trahydro-4,5,6,7 thieno(3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 
phenyi)-ac6tate de methyle. 

Ces sels sont prepares de fagon classique par action de I'acrde correspondent sur la base en solution dans 
SO un solvant dans lequel lis pr6cipitent spontanement ou apres addition d'un non-solvant du sel. 

L'isomere dextrogyre de ralpha-(tetrahydro-4,5.6,7 thieno (3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 phenyi)-ac6tate de 
methyle peut etre prepare par salification du compose racemlque par un acide optiquement actif dans un 
solvent, recristailisatlons successives du sel Jusqu'd obtention d'un prodult de pouvoir rotatolre constant, puis 
liberation de risomere dextrogyre de son sel par une base : le cas echeant i'lsomere dextrogyre est sailfie 
55 avec un acide pharmaceutiquement acceptable. 

L*acide optiquement actif peut etre avantageusement Tacide camphosulfonlque-10 l6vogyre. 

On peut utiliser un seul solvant pour la salification et la recrlstallisation : dans ce cas. Tacetone convient 
parfaitement. 

L'acide camphosulfonique-10 chiral levogyre deformule (lli) est mis a reagir dans un solvant inerte avec le 
60 melange racemique de fomiule (I) selon la schema reactionnel suivant : 
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La salification peut §tre r6alis6e dans des solvants tels que les alcools, les c6tones, le dim6thylformamlde. 
Le sel precipite spontan6ment ou est isol6 par relargage ou Evaporation du solvant. II se forme un melange des 
deux diast§r6oisomeres de formule (Ilia). Par recristallisations successlves dans un solvant comme Tac^tone, 
le pr6cipit6 est enrich! en sel de Tisomdre dextrogyre du compost (I). Aprds cheque recristallisation, !e 
pouvoir rotatoire [ a ] " du pr6cip}t6 est mesur6 a 20**C dans le m§thanol, k une concentration comprise 
entre 1 ,5 et 2 g/100 ml. Ods que [ a ] T n'6volue plus, on libdre la base de formule (id) & partir du sel (Ilia), par 
action d'une base telle que I'hydrogdnocarbonate de sodium ou de potassium en milieu aqueux k des 
temp§ratures comprises entre 5"C et 20* C. 

L'^vaporatlon du filtrat de la 1dre recristallisation iV apr^s filtration des cristaux du sel pr6cipit6 (Ilia) donne 
un melange enrichl en sel de T^nantlomSre (\t). L'alcaiinisatlon de ce melange de sels diast6r6oisom6riques. 
avec une base faible telle que PhydrogSnocarbonate de sodium ou de potassium, en solution aqueuse, k des 
temp6ratures comprises entre 5*^0 et 20°C. conduit 6 un melange des deux 6nantiom6res (Id) + (h), enrichl 
en 6nantiom6re l6vogyre (I/). 

On fait r6agir ce melange (Id) + (1/) enrichl en 6nantiom^re (i/) avec I'acide camphosuIfonique-10 
dextrogyre, que nous dSsignerons comme (lid), dans un solvant, selon le schema rdactionnel suiyant : 



35 



(1^) + (Ii) + 

avec (I^) majoritalre 




Le melange de sels dlast6r6olsom6riques (lllb) cristaliln, obtenu, est recristalllsd dans rac§tone jusqu'& ce 
que le pouvoir rotatoire [a]? du pr6cipit6 solt constant. On determine comme pr6c6demment le pouvoir 
rotatoire [ a ]" du sel diast6r6olsom6rique (lllb) apr6s chaque recristallisation. 

La liberation du stErEolsom^re (I/) de son sel est effectu^e de fapon classique, comme celie du compost ^ 
(Id). 

L'acide camphosutfonique-10 Idvogyre (11/) peut 6tre obtenu k partir du camphosulfonate-10 d'ammonium 
commercial de formule (V) selon le schema r^actlonnel : 

60 
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H,C 




r^alns' <changau>a 
d*iont 
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On chromatographie une solution aqueuse du sel d'ammonium (V) sur une r6sjne Amberlite IRN-77. AprSs 
iyophiiisation de Teluat, on r^cupere Taclde camphosulfonique-10, de formule (lU). 
L'ensemble du precede est schematise ci-dessous : 



(I) 



20 



25 



30 



35 
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acetone 



* I 1 

(IIIa}^4 -Solution /r^^^I^Hnlsatlon 



-fKaHC03 



aqueux 



(1^) + (I^) 
(1^0 majorltaire 



recristalllsatlon 
acetone 



+(IId) 



acetone 



(Ilia) pur 



(Illb) 



alcallnlsatlon 
NaHC03 aqueux 



El 



^nantlom&re 
dextrogyre 



recristalllsatlon 
acetone 



(Illb) pur 



alcallnlsatlon 
NaHC03 aqueux 



0 



^naatlbm^re 

Cliacun des Snantiomeres (Id) et (1^ ) pur peut etre salifid suivant fes methodes dassiques : par exemple les 
SO chlorhydrates sont pr§par6s par addition d'une solution de gaz chlorhydrlque dans Tether diethyllque a une 
solution de (Id) ou (U) dans Tether diethylique. 

D6termination de ia puretfe 6nantiom6rique des fenantlom6res dextrogyre (Id) et l6vogyre (Irf 
Deux methodes ont et6 utiiis6es : 
65 - spectroscopie RMN du proton avec adjonction de terre rare chirale 
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- chromatographie liquide haute pression utilisant une phase stationnaire chiral. 

a) spectroscople RMN du proton avec adjonction de terre rare chlrale 

La puret6 §nantiom6rique (puret6 optique) a 6t6 d^termin^e par spectroscople RMN^H 60 MHz. en 
presence de complexe chiral de terre rare, selon la m^thode decrite par G.M. WHITESIDES et al. (J, Am. Chem. 5 
Soc. 1974, 96. 1038). 

Sur le produit rac6mique (I). Thydrog^ne fix6 sur le centre d'asym6trle. en a de la fonctlon ester, apparsut 
comme un singulet (d6placement chlmique 5 « 4.87 ppm. dans CDCI3 comme sdvant L'adjonctlon du 
complexe de terre rare Eu(tfc)3 [tris (trtfluorom6thyl hydroxym6thyl6ne-3)-d-camphorate d'europium (III)], 
dans la sonde, contenant la solution du rac6mlque (I) dans CDCIa. conduit au d^doubleifnent du singulet initial 10 
en deux singulets bien s6par6s, con-espondant au proton de chacun des deux 6nantlom6res (Id) et (I/). Pour 
un rapport molaire complexe terre rare/compos6 (I) « 0.4, la s6paration entre les deux singulets est de 6H2. 

Avec chacun des deux 6nantiomdres pr^parSs (Id) et (I/), la m§me procedure que pour le rac^mlque (I) a 
6t6 utillsee. Ije d6placement chimlque le plus faible correspond au proton de r§nanttonidre dextrogyre (Id) et 
le d6placement chimlque ie plus 6lev6 k rSnantiomdre l^vogyre (I/). /5 

La precision de la m6thode a 6t6 d6temiin6e en comparant les spectres de RMN^H (60 MHz), obtenus avec 
ou sans adjonctloon de complexe de ten-e rare, pour chacun des deux 6nantlomdres (Id) et (W, purs ou en 
melange avec des quantlt6s croissantes de r autre 6nantiom^re. On a constats quMI 6talt pdsslble de d6tecter 
facllement, plus de 5 0/0 en polds de I'un des 6nantlom6res en m6lange avec I'autre. 

.20 

b) chromatographie llqule haute pression utiiisant une phase stationnaire chlrale 

L'6tude a 6t6 conduite avec un chromatographe liquide HP-1084 en utiiisant un d^tecteur UV k 215 nm. La 
phase stationnaire chlrale 6tait de la sllice DEAE (10 microns), greff6e.avec une aipha-1 glycoprotSliie aclde 
(0.4 X 100 mm) (ENAIMTIOPAC R-LKB). La phase mobile 6tant constitute d'un m6Iange aqueux tarfipon 
phosphate (NaH2P04/Na2HP04)-8mM, contenant 0,1 M de NaCI, ajust6 d pH = 7,4 et contenant 150/0 25 
d'isopropanol (VA/). Le d§blt a 6t§ flx6 d 0,3 ml/minute et la temperature de la colonne a 6t6 malntenue vers 
18-20^C. 

Dans ces conditions. i'6nantlom6re dextrogyre (Id) a un temps de retention de 45 minutes et r6nantlom6re 
Ifevogyre (I/) a un temps de retention de 35 minutes. 

1^ precision de la determination de la purete optique des deux enantiomeres a ete estimee en 30 
chromatographiant chacun des deux enantlom^res (Id) et (1/) prepares, soit seul. solt en melange avec des 
quantites croissantes de i'autre enantiomere. On a constate quil etalt possible de detector facllement : 

-2 0^ (poids/poids) d'enantiomdre (Id) dans renantiomere (1/) 

- 4Q/fa (poids/poids) d'6nantlom6re (I/) dans renantiomere (Id). 

Dans ces conditions, on peut conclure que la purete optique des deux enantiomdres (Id) et (i/) obtenus 36 
selon les exemples est au motns egale & 98 iVb pour I'enantlomere dextrogyre (Id) et au molns egaie k 98 0/6 
pour renantiomere levogyre (i/). 

Les exemples non limitatifs suivants sont donnes & titre d'iiiustration de la 'preswite Invention. 

EXEMPLE 1 - Sels de l'alpha-(tetrahydro^.5.6.7 thieno{3^-c) pyridyl-5) (chioro-2 phenyl)rac6tate de m6thy!e 40 
dextrogyre. 

a) Acide camphosulfonique-10 levogyre 

On prepare une colonne de reslne Amberllte IRN-77, qu*on traite par passage d'acide chlorhydrique IN, et 
on lave cette colonne de reslne acidifiee par de I'eau, abondamment. On dissout ie camphosutfonate-10 46 
d'ammonlum levogyre dans le minimum d'eau et le depose sur la colonne de reslne, prealabiement preparee. 
On eiue avec de I'eau. Les fractions d*eiution contenant Tacide sont lyophiiisees. 

Cristaux blancs, F - 198*0; [a]? - -20.53 (C : 2,075 g/100 mi, eau). 

b) sel de i'acide 1-camphosulfonlque-10 de ralpha-(tetrahydro-4,5,6,7 thi6no(3,2-c) pyrldyl-5) (chloro-2 SO 
phenyl)- acetate de m6thy!e(SR 25990 B). 

On dissout 32 g (0,0994 mole) de ralpha-(t6trahydro-4.5.6,7 thl6no(3,2-c) pyridyl-5) tchloro-2 ph6nyl)-ace- 
tate de m6thyle racemlque dans 150 ml d'ac6tone. On ajoute 9,95 g (0,0397 mole) d'acide camphosuffonlque- 
10 monohydrate levogyre. Le milieu homogene est abandonne k temperature amblante. Apr6s 48 heures, il y a. 
apparition de quelques cristaux. On concentre le milieu reactionnei e 50 ml et abandonne 24 heures k 55 
temperature amblante. Les cristaux obtenus sont flitres, laves k Tacetone et seches (Rdt. : 550/o par rapport au 
racemique de depart). 

Cristaux blancs. F « 165°C. [a]? «= + 24,67 (C = 1.58 g/100 ml; methanol). 

Les cristaux obtenus precedemment sont redlssous dans le minimum d'acetone Ixwiilante (60 ml). Les 
cristaux obtenus apres refroldissement sont flitres. laves k Tacetone et seches (rendement : 88(Vb). 60 

Cristaux blancs, F » 165*0, [a]^' = + 24.75 (C « 1,68 g/100 ml; methanol). 

c) Alpha-(t6trahydro-4.5,6.7 thl6no(3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)- acetate de methyle dextrogyre. 

On dissout 12 g (0,022 mole) du produit pur obtenu en b), dans le minimum d*eau. En refroidissant k 5°C, on 
alcallnise la solution aqueuse obtenue avec une solution aqueuse saturee d'hydrogenocarbonate de sodium. 65 
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On extrait la phase aqueuse alcaline avec du dichloromethane. Les extraits organiques sont s§ch§s sur du 
sulfate de sodium anhydre. U^vaporation du solvant laisse une huile Incolore (rendement quantitatff). Huile, [ a 
= + 51,52 (C « 1,61 g/100 ml; methanol). 

5 d) Chlorhydrate de ralpha-(tetrahydro-4,5,6,7 thi6no(3^-c) pyridyl)-5 (chloro-2 ph6nyl)-ac§tate de m6thyle 
(dextrogyre) (SR 25990 A). 

On dissout 7 g (0.0228 mole] d*alpha-(tetrahydro^.5,6,7 thl6no(3.2-c) pyridyl)-5 (chforo-2 phenyl)- ac6tat6 
de m§thyle dextrogyre dans 100 ml d'6ther diethyllque. On ajoute 30 ml d'une solution de HOI N dans rather 
diSthyHque et on flltre les cristaux obtenus. Les cristaux sont lavSs k rather di^thylique et s6ch§s (rendement : 

10 940/0). 

Cristaux blahcs, F « 117*»C, [a]? « + 62,23 (C - 1,82 g/100 ml; methanol). 

e) Hydrog6nosulfate de ralpha-(tetrahydro-4,5,6,7 thl6no(3,2-c) pyrldyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-acetate de 
methyle dextrogyre (SR 25990 C). 

IS On ajoute 800 ml d'une solution aqueuse satur6e de bicarbonate de sodium k une suspension de 200 g de 
SR 25990 B dans 800 ml de dichloromethane. Aprds agitation. la phase organlque est d^cantee, s6ch6e sur 
sulfate de sodium et le solvent 6llmin§ sous pression reduite. Le r6sldu est dissous dans 500 ml d'ac§tone 
refroldi dans la glace et on ajoute goutte k goutte 20.7 ml d'acide sulfurlque concentre (93,64 ^ -d » 1 ,83). Le 
pr6cipit6 apparu est isol6 par filtration et iav6 avec 1000 ml d'ac6tone puis s6chd en dtuve i vide k 50^0. 

20 On obtlent ainsi 139 grammes de cristaux blancs. analytiquement purs de point de fusion 184*0. 
Formule brute : Ci6HieCIN02S.H2S04 la] V « + 55,10 (C » 1,891 g/100 ml. methanol) 

f) Bromhydrate de l'aIpha-(t§trahydro-4.5.6.7 thi§no(3.2-c) pyridyI-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac6tate de m6thyle 
dextrogyre (SR 25990D). 

25 On ajoute 150 ml d'une suspension aqueuse de bicarbonate de sodium a une suspension de 20 g de SR 
25990 B dans 200 ml de dichloromethane. Le rSsidu obtenu, apres separation de la phase organlque, s6chage 
et evaporation du solvant, est dissous dans 150 ml d'ether diethylique ou dilsopropyllque, et on ajoute goutte 
& goutte 4,4 ml de solution aqueuse d*acide bromhydrique k 4do/o (p/v). Le prScipite forme est isol§. Apres 
s6cl7age on obtient 14,4 g de cristaux de point de fusion 111*^0 (rendement 990/o). 

30 13,4 g de ces cristaux sont recristalllses dans un melange d'ether Isopropyllque (100 ml) et isopropanol (150 
ml) pour donner 10,2 g de bromhydrate analytiquement pur : F - UO^'C formule brute Ci6Hi6ClN02S.HBr 
[a]« « + 59,23(0=2.09 g/100 ml, methanol). 

g) Taurocholate de raIpha-{t6trahydro-4,5,6.7 thienol(3,2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-acetate de m6thyle 
35 dextrogyre (SR 25990E). 

On chromatographie sur resine amberlite IRN 77 le sel de sodium de Tacide taurocholique en eiuant avec de 
Teau- Les fractions obtenues sont lyophilis6es. 

On basifie 3 g (0,0054 mole) de SR 25990B avec 200 ml d'une solution aqueuse saturee de bicarbonate de 
sodium et on extrait au dichloromethane. La phase organlque est decantee. sechee sur sulfate de sodium et 
40 evaporee k sec. La base obtenue est reprise par 30 ml d'isopropanol; on ajoute a cette solution 2,8 g (0,0054 
mole) d'acide taurocholique dissous dans 100 ml d'isopropanol. On laisse sous agitation k temperature 
ambiante une nuit puis, on evapore a sec. Le resldu est concretise dans t'ether. On obtient 3,5 g de cristaux 
beiges. F « 120^0 [a] r - + 39,53 (1.791 g/100 ml de methanol). CieHieCINOaS. C26H45NO7S; analyse 
C.H,N conforme. 

45 

EXEMPLE 2 -Sels ralpha-(t6trahydro-4,5.6.7 thi6no(3.2-c) pyridyl^) (chloro-2 phenyij-acetate de m6thyle 
levogyre. 

a) Sel de I'acide d-camphosulfonique-10 (SR 25989 B) 
50 On evapore le solvant de la solution acetonique obtenu a I'exemple 1-b, apres separation du SR 25990 B. 
On reprend le resldu par de Teau et de rether diethyllque. La phase etheree est decantee. La phase aqueuse 
est refroidie a 5*0 et alcalinisee avec une solution aqueuse saturee de bicarbonate de sodium. On extrait la 
phase aqueuse alcaline avec de I'ether diethyllque. Les extraits etheres sont joints et seches sur du sulfate de 
sodium anhydre. 

55 L'evaporation laisse une huile que Ton purlfie par filtration sur un lit de silica (eiuant : ether diethyllque). 
On recupere une huile incolore, composes d'un melange d'environ 650/o de renantiomere levogyre et 350/o 
de renantiomere dextrogyre. proportions determinees par spectroscopie RMN"»H (60 MHz) avec Tadjonction 
d'un complexe de terre rare chirale. 
On dissout 16.66 g (0,0517 mole) du m6Iange ainsi obtenu dans 70 ml d'acetone. On y ajoute 7,77 g (0,0310 
60 mole) d'acide camphosulfonlque-10 monhydrate dextrogyre. Le milieu homogene est abandonne une nult k 
temperature ambiante. Les cristaux obtenus sont filtres, laves k I'acetone et seches (Rdt. : 44<Vo par rapport au 
melange). 

Les cristaux obtenus sont dissous dans le minimum d'acetone au reflux (60 ml). Le precipite obtenu aprks 
refroldissement k temperature ambiante est filtre, lave k I'acetone et seche. Cristaux blancs, F » 167°C, 
55 [a]* J- « - 24,85 (C = 1.79 g/100 ml, methanol). 
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b) Alpha-Ctfrtrahydro-A.S.e.r thl6no(3,2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac§tate de m6thyle l6vogyre. 

On dissout 11.3 g (0,0204 mole) du camphosulfonate-10. obtenu en a), dans )e minimum d'eau. En 
refrolssant ^ S^'C, on alcallnise la solution aqueuse obtenue avec una solution aqueuse satur6Q 
d'hydrog6nocarbonate de sodium. On extrait la phase aqueusealcallne avec du dlchlorom6thane. La solution 5 
organique est s6ch6e et le solvant est 6vapor6. On isole une huile Incolore (rendement quantltatif) 
Huile [a] ? « - 50,74 (C - 1.58 g/100 ml, m§thanol). 

c) Chlorhydrate de ralpha-{t6trahydro-4.6.67 thl6no(3,2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac6tate de m6thvle 
l6vogyre (SR 25989 A). 10 

Pr6par6 selon le mode op6ratolre d6crit dans I'exemple Id). Rendement : 94%. 
Cristaux blancs. F « 117*'C, [a]? - - 62,56 (C = 1.80 g/100 ml methanol). 

d) Hydrog6nosulfate de ralpha-(t6trahydro-4.6,6.7 thl6no(3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac6tate de 
m6thyle l6vogyre (SR 25989 C). ^5 

On baslfle 70 g (0,126 mole) de camphosulfonate SR 25989 B obtenu selon a) cl-dessus avec une solution 
aqueuse satur6e de bicarbonate de sodium en pr6sence de dlchIorom6thane. La phase organique est 
d6cant6e, s6ch6e sur sulfate et §vapor6 k sec. 

Au r6sldu repris par 300 ml d'ac6tone, on ajoute goutte k goutte 7,2 ml (0,126 mole) d'aclde sulfurique 
concentr6. Aprds agitation, on filtre les cristaux form6s et on lave ^ I'ac^tona. On obtlent 47.8 g de cristaux 20 
blancs. 

f « 182*'C [a]? « -51,61 (0=2,044 g/100 ml m§thanol). 
Analyse (C,H,N) conforme. 

ETUDE PHARMACOLOGIQUE 25 

L'actlvit6 antiagr6gante et la toxicity des nouveaux compos6s ont 6t6 compar6es k celles du melange 
rac6mlque. d6crit dans le brevet fran<?als n" 82.12599 (publication n* 2 530 247). 

Dans ce qui suit, on d6crit les r6sultats de cette 6tude qu! met en 6vidence un autre avantage de invention, 
k savoir que les sels de Tisomdre dextrogyre ont un mellleur Indlce th6rapeutlque que le sel du melange 
rac6mlque; en effet, risom6re l6vogyre ne pr6sente pratlquement pas d'actlvlt§ antlagr6gante plaquettaire et 30 
sa toxicity est nettenrient supdrieure & ceile de son homologue dextrogyre. 

Les actlvlt6s antiagr6gante plaquettaire et antithrombotlque des compos6s ont 6t6 6tudl§es chez le rat par 
des mSthodes classiques. 

On a d6tennin6, ex-vlvo, ractlvlt6 sur ragr6gatlon des plaquettes induite par I'ADP ou par le collag^e. 

Les produfts en solution dans de l'6thanol (200 mg/mi) dilu6s dans de I'eau contenant de la gomme arablque 55 
(50/o-p/v) ont 6t6 adminlstr6s par voie orale 4 des lots de 5 rats femelies de souche CD-COBS, pesant 250-300 
g, k raison de 10 ml de suspension par kilogramme, deux heures avant le pr6Idvement sanguln. 

Les pr6I6vements sur citrate de sodium en solution aqueuse k 3,80/o (1 vol/9 volumes de sang) ont 6t6 
effectu6s, sur les animaux anesth6sl6s k r6ther dl6thyllque. par ponctlon k I'aorte abdomlnale. Le plasma riche 
en plaquettes a ensulte 6t6 lsoI6 par centrifugatlon k 200 g pendant 10 minutes. 40 

L'agr6gation est induite par I'addltlon de 2 jxl de solution agr6gante pour. 400 pj de plasma riche en 
plaquettes. Les solutions agr6gantes utllis6es ont M : une solution aqueuse d'ADP commerclalls6 par 
Boehringer Mannheim de concentration 500 (iM (concentration finale 2.5 pA/l), et une solution de collagdne 
commerclalls6 par Sigma (type 1) k 0,25 g/100 ml dans i'acide ac6tique k 30/0 (v/v) (concentration finale 12 5 
jig/ml). '45 

L'agrdgation des plaquettes a §t§ suivie. selon la m6thode d6crite par G.V.R. Bom dans Nature 194 p. 927 
(1967), avec agr6gom6tre Coultronlcs R ^ la temp6rature de 37°C, avec une agitation de 900 tpirT 

Pour i'agr6gation k VADP, i'agr6gom6tre fournit une courbe repr6sentant Tagr^gatlon plaquettaire mesur6e 
par un changement de denslt6 optique. La hauteur de cette courbe est d6fln!e comme hauteur d'agr6gatlon. 
Le pourcentage d*agr6gatlon est le rapport entre la hauteur d'agr6gatlon mesurte et la hauteur correspondant so 
k lOO^Vb d'agr6gatlon x 100. Le pourcentage dinhlbition est d6termln6 par le rapport: 



Hauteur d'agregation temoin-hauteur agregation produit 
Hauteur agregation temoin 



55 



Les r§sultats obtenus sur TagrSgation k I'ADP, pour le chlortiydrate de m6lange rac6mique (PCR 4099). les 
hydrog6nosulfates des Isom^res dextrogyre (SR 25990 C) et I6vogyre (SR 25989 C) d'une part, le PCR 4099 et 
les chlorhydrates des Isomdres dextrogyre (SR 25990 A) et I6vogyre (SR 25989 A), d'autre part, sont indiqu6s 
dans le tableau I; lis d6montrent que risomSre l6vogyre est Inactif, et que I'lsom6re dextrogyre est au moins 
aussi actlf que le rac6mique. 
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TABLEAU I 



10 



IS 



20 



25 



30 



35 



PRODUIT 


DOSE 


QUANTITE 


X D 


• AGRE- 


7. INHI- 






mg/Kg 


d & ba 5 e 


CATION 




R TTTON 






P.O 


adminis- 
















tree 












T^moins 






42,4 


+ /- 


1 . 5 






PCR 4099 


4 . 48 


3,84 


29 , 8 


+ / - 


2.4 


J 0 


n n 1 


( racemi- 


8,97 


7 . 69 


17.2 


+ /- 


2 , 2 


59 


0.001 


que ) 


17.9 


15,38 


11.1 


+ /- 


2.3 


74 


0.001 


SR 25989C 


20 


15,38 


41.0 


+ /- 


1 .5 


3 


n . s 




40 


30.76 


37 , 1 


*/- 


1.7 


13 


n . 5 


SR 25990C 


1 ,25 


0,96 


39,4 


+ /- 


1.3 


7 


n . 5 




2.5 


1 , 92 


28 , 4 




2.3 


33 


0.01 




5 


3 . 84 


14.0 


+ /- 


1.6 


67 


0.001 




10 


7 , 69 


6 , 5 




-1.6 


80 


0.001 


Temoins 






33 , 8 




2.3 






SR 25990E 


10 


3 .84 


9 , 6 




-3 


72 


0.001 




20 


7 . 69 


4 




•1 .6 


88 


0.001 



HAUTEUR 

D' A6RE6ATI0N 



40 



45 



SO 



55 



60 



Temoins 






103 


+ /- 


'5 








PCR 4099 


2.5 


2.14 


86 


+ /- 


■5 


17 


0. 


05 


(racemi- 


5 


4 , 28 


72 


+ /- 


'8 


30 


0 1 


05 


que ) 


12.5 


10.71 


32 


+ /- 


-9 


69 


0. 


001 


SR 25989A 


25 


22.46 


101 


+ /- 


-1 • 


2 


n . 


s 


SR 25990A 


2,5 


2 . 25 


67 


+ /■ 


-7 


35 


0. 


01 




5 


4.49 


26 


+ /- 


•5 


75 


0. 


001 




12.5 


1 1 , 23 


19 


+ / 


-4 


82 


0, 


001 




25 


22.46 


1 1 


+ /• 


-1 


89 


0. 


001 



* moyenne des resultats +/- ecart standard moyen (ESM) 
«* test de Student 

*** hauteur d'agregation en mm : moyenne +/-ESM (n=5) 
n.s non signif icatif - 



Pour ragr6gation au collagene, le pourcentage dMnhibition est la difference des pentes des courbes 
65 repr§sentant la variation de denslt§ optlque en fonctlon du temps pour le t§moin et le produit k tester dlvis6e 



0 281 459 



par la pente pour le t^moin, multlpli^ par 100. Les rSsultats figurant dans ie tableau II dSmontrent encore que 
seul I'isomdre dextrogyre est acttf, tandls que les sels ont des actMtds comparables. 
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PROOUIT 


DOSE 


rtllAMTTTCr 

QUAN 1 i 1 c 


PENTE 


A i Ntt 1 - 


pit it 






mg/Kg 


de base 






BITION 




10 




P.O 


adminis- 
















T* o a 










lO 


Temoins 






4.8 


+/-0.3 








PCR 4099 


4 ,48 


3 . 84 


.3 , 8 


+ / - 0 , 2 


25 


0 .05 




( ra cemi- 


8 .97 


7 , 69 


2 , 7 


+/-0 , 3 


44 


0,01 




que) 


17,9 


15.38 


1,5 


+/-0,3 


69 


0.001 


20 


















SR 25989C 


20 


15,38 


4.3 


+./-0.2 


10 


n . s 






40 


30,78 


4 , 0 


+ /-0 , 2 


17 


n . s 


25 


SR 25990C 


1 .25 


0.96 


4 5 


+/-0,3 


6 


n . s 




2,5 


1 ,92 


4.1 


+ /-0 , 2 


15 


n . s 






5 


3 , 84 


2.3 


+/-0, 1 


52 


0, 001 






10 


7 , 69 


1 . 7 


+/-0,3 


65 


0. 001 






sssssssr: 




====== 










Temoins 






3 , 5 


+ /-0. 1 






35 


SR 25990E 


10 


3 , 84 


2 , 1 


+/-0,5 


40 


0 . 05 






20 


7 , 69 


1 ,4 


♦/-0.4 


60 


0 . u 1 






:======== 


========= 


=====: 


:================== 




40 


















Temoins 






3.97 


+/-0.29 








PCR 4099 


2,5 


2,14 


3.13 


+ / - 0 , 3 3 


21 


n . s 


45 


( racemi- 


5 


4.28 


2 .94 


+ /-0 , 34 


26 


0.05 




que) 


12,5 


10,71 


2,19 


+/-0, 42 


45 


0.01 




SR 25969A 


25 


22,46 


4 .32 


♦/-0.29 


10 


n . s 


SO 


SR 25990A 


2.5 


2.25 


3 , 05 


i-/-0, 19 


23 


0,05 






5 


4.49 


1 . 24 


+/-0 . 22 


69 


0 .001 






12.5 


11 . 23 


0 . 86 


+/-D. 14 


78 


0,001 






25 


22,46 


0,74 


+/-0, 13 


81 


0, 001 



55 



** test de Student 
n.s non signif icatif . 



On a aussi etudie Tactivite antithrombotique des composes dans le test de la thrombode veineuse sur ia 
65 vrille decrit par Kumada T. et Coll. dans Thromb. Res 18 p. 189 (1980). 
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Les rats femelles de mSme type que pr6c6demment, k ralson de 10 animaux par lot. ont 6t6 anesthesias k 
rather di6thylique et leur velne cave Isolde aprds Incision abdomlnale. 

On a introduit dans la lumI6re de cette verne, juste au-dessous de la bifurcation r§nale en descendant vers 
les veines iliaques. sans I6ser la paroi. une vrllle m6talllque constitute d'un bourrepate de dentiste de 21 mm 
de long. commerciaiis6e par Dyna (France) taille n° 30; la vrille est impiant6e sur una longueur de 19 420 mm 
et d6passe de 1 mm Texttrieur et Tabdomen refermt. 

Les thrombi se torment rapidement, et cinq heures plus tard, sous anesth6sie au pentobarbital, I'abdomen 
est r6ouvert et des ligatures sont pos6es en amont et aval de la vrille qui est retir6e aprds Incision longitudinale 
de la velne et le thrombus Isold est pesd. 

Les r6sultats qui figurent dans le tableau III montrent que risomdre l6vogyre est inacttf dans ce test, 
contralrement k Tisomdre dextrogyre et au rac6mlque. 



10 



TABLEAU TTT 



PRODUIT DOSE QUANTITE 

mg/Kg de base 
P.O 
adminis- 
tree 



POIDS des 
thrombi * 



VARIATION 
Z 



15 



20 



Temoins 






3 , 9 


+/-0,3 






PGR 4099 


4 .48 


3 . 84 


2.17 


•►/-O. 24 


44 


0,001 


( racemi- 


8,97 


7 . 69 


1 .39 


+ / - 0 , 1 5 


64 


0.001 


que) 


17.9 


15,36 


1 ,00 


+/-0, 19 


74 


0,001 


SR 259690 


40 


30,76 


4,17 


+/-0.42 


-7 


n . s 


SR 25990C 


1 . 25 


0 , 96 


3.11 


*/-0,32 


20 


n . s 




2.5 


1 , 92 


2 . 29 


+ /-'0.22 


41 


0.01 




5 


3 , 84 


1.71 


*/-0. 24 


56 


0,01 




10 


7 .69 


1 . 26 


+ /-0, 19 


67 


0,01 




20 


15,36 


1 ,20 


t/-0,13 


. 69 


0,01 
















Temoins 






3.78 


+/-0 ,36 






SR 25990E 


10 


3 , 84 


1 . 48 


*/"0. 15 


60 


0,001 




20 


7 . 69 


1.18 


+ /-0. 15 


68 


0.001 



30 



35 



40 



45 



* = poids des thrombi en mg +/• 
P = test U de Kruskal-Wallis 



ecart standard moyen 



SO 



Pour l'6tude toxicologlque, les composts ont 6t6 admlnlstrts par vole orale sous forme de suspension dans 
un m§me volume d'eau additionnte de gomme arablque i IQO/o (p/v) t des lots de 10 rats femelles de souche 
Sprague Dawley, pesant 120 k 135 grammes, k jeun. 

Le nombre de morts a 6t6 d§termin6 14 jours aprts Tadmlnlstratlon du prodult k 6tudier. Les doses I6thales 
alors d6termin6es, exprimtes en poids du sel adm!nlstr6. figurent dans le tableau IV; ces r6sultats montrent 
d'une part que la toxicftt du mtlange rac6mlque est proche de celle de I'lsomdre l6vogyre, tandls que 
risomtre dextrogyre est nettement molns toxique, et que d'autre part, la toxlclt6;depend de la nature de 
Tacide utillst pour la salification. 
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TA9L,eA0 IV 



10 



PRODUITS D 10 D 50 D 90 DOSE LETHALE 

( ) ABSOLUE 



PGR 4099 1316 1615 1979 2000 

(racemi- (1448-1747) 



15 



que ) 

SR 25989 A 1259 1702 2299 2000 

(1443-1797) 

SR 25990 A 3055 4316 6137 5000 

(3569-5705) 

20 SR 25990 C 2257 2591 2974 4000 

(2372-2805) 



2S 



30 



SR 25990 D 2634 4268 6914 5000 

(3581-6012) 



( ) = intervalle de confiance 



L*6tude pharmaloglque qui vient d*§tre rapportd a mis en Evidence les intSressantes propriStds inhibitrices 
de I'agr^gation plaquettaire du compost Id et en i'absence d'activitS de son isom^re U. 
Le medicament de IMnvention peut 6tre pr§sent6 pour radmlnfstratlon orale sous fonne de comprfm^s, 
35 comprimfes drag6ifi§s, capsules, gouttes, granules ou sirop. II peut aussi §tre pr6sent6 pour radmlnistratlon 
rectale, sous forme de suppositoires et pour Tadministration parent^rale sous forme de solute injectable. 

Chaque dose unitaire contient, avantageusement de 0,001 g ^ 0,100 g du d6riv6 de rinventlon, les doses 
administrables journeliement pouvant verier de 0,001 g k 0«500 g de principe actif en fonctton de Page du 
malade et de la seventh de Taffection traitSe. 
40 On donnera cl-aprSs, k titre d'exemples non limitatifs, quelques formulations pharmaceutiques du 
medicament de I 'invention. 
1)Comprimes 
principe actif 0.010 g 

excipient : lactose, sucre glace, amidon de riz, acide alginique, st^arate de magnesium 
45 2) ComprimSs drag6ifi6s 

principe actif 0,005 g 

excipient : st^arate de magnesium, amidon de mais, gomme arabique, gomme laque, sucre blanc, 
glucose, cire blanclie, cire de camaulsa, paraffine, coccine nouvelle 

3) Capsules 

SO principe actif 0,025 g 

excipient : stearate de magn6sium, amidon de mats, lactose 

4) Solute injectable 
principe actif 0,050 g 
solvant isotonlque q.s.p- 3 ml 

55 5) Suppositoires 

principe actif 0,030 g 

triglycerides semi-synthetiques q.s.p. 1 supposltoire 
Parses interessantes proprietes inhibitrices de i'agregation plaquettaire, Intervenant dans ie mecanlsme de 
formation des tliromboses arterielles et veineuses, le medicament de I'invention est utilement administre dans 
60 le traitement et la prevention des troubles plaquettaires dOs aux circuits sanguins extracorporeis ou 
consecutifs aux complications de Tatiierome. 
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Revendlcatlons 

5 

1. losm^re dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4.5.6,7 thl6no (3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac6tate 
de m6thyie et ses sels pharmaceutiquement acceptables. 

2. Chlorhydrate de l'isom6re dextrogyre de Talpha -{t6trahydro-4,5,6,7 thI6no (3^-c) pyridyl-5) 
(chioro-2 ph6nyl)-ac6tate de m^thyle. 

3. Hydrog6nosultate de risom6re dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4,5.6,7 thl6no(3.2-c) pyrldyl-5) 10 
(chloro-2 ph6nyl)-ac6tate de m^thyle. 

4. Bromhydrate de !'lsom6re dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4.5.6,7 thl6no(3.2-c) pyridyl-5) (chloro-2 
ph6nyl)-ac6tate de m6thyle. 

5. Taurocholate de Tisomdre dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4,5,6.7 thl6no(3.3-c) pyridyl-5) (chloro-2 
ph6nyl)-ac6tate de m6thyle. /5 

6. Proc6d6 de pr6paratlon du compos6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que Ton sallfie 
l'alpha-(t6trahydro-4,5,6,7 thi6no (3,2-c) pyridyl-5) (chIoro-2 ph§nyl)-ac6tate de m6thyle rac6mique par un . 
aclde optiquement actif dans un soivant, on effectue des reciistallisations successives du sel jusqu'^ 
Tobtention d un prodult de pouvoir rotatoire constant, puis on libdra I'lsomdre dextrogyre de son sel par 

une base, et le cas 6ch6ant on effectue sa salification avec un acide pharmaceutiquement acceptable. 20 

7. ProcSd§ selon la revendication 6. caract6rfs6 en ce que Taclde optiquement actif est I'acfde 
camphosulfonique-10 l6vogyre. 

8. Proc6d6 selon Tune des revendlcatlons 6 ou 7, caract6rls6 en ce que les recrlstalllsatlons sont 
effectu6es dans rac6tone. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendlcatlons 6 it 8, caract6rlsd en ce que la salification est effectu6e dans 25 

i'ac6tone. 

10. Composition pharmaceutique caract6r!s6e en ce qu*elle contient, d titre de princIpe actIf un 
compost selon Tune des revendlcatlons 1 & 5. 

11. Composition selon la revendication 10, caract6rfs6e en ce que chaque dose unitaire contient de 
0,001 g^iO.IOOgdeprincIpe actif. 30 

Revendlcations pour les 6tats contractants suivants : ES.GR 

1. Proc6d6 de preparation de I'lsomdre dextrogyre de ralpha-(t6trahydro-4.5,67 thiSno (3.2-c) 
pyrldyl-5) (chloro-2 ph6ny!)-ac6tate de mdthyle et ses sels pharmaceutiquement acceptables, 
caract§rls6 en ce que Ton salifie I*alpha-(t6trahydro-4,5,6,7 thifino (3,2-c) pyridyi-5) (chloro-2 ph6nyl)-ac6- 35 
tate de m6thy!e rac6mlque par un aclde optiquement actIf dans un soivant, on effectue des 
recristallisations successives du sel Jusqu'd Tobtention d'un prodult de pouvoir rotatoire constant, puis 

on libSre t'isomSre dextrogyre de son sel par uhe base, et le cas 6ch6ant on effectue sa salification avec 
un aclde pharmaceutiquement acceptable. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6rls6 en ce que I'acide optiquement actif est Taclde 40 
camphosutfonique-10 ISvogyre. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que les recristallisations sont effectuSes 
dans i'ac6tone. 

4. Proc6d6 selon I'une des revendlcatlons 1 & 3, caract6ris6 en ce que la saltflcatioh est effectu^e dans 
rac6tone. . 45 

5. Precede selon I'une des revendlcations 1 & 4, caract6ris6 en ce que Taclde pharmaceutiquement 
acceptable est I'acide chlorhydrlque, I'acide sulfurique, I'aclde bromhydrique ou I'acide taurocholique. 

6. Proc6d6 de preparation d*une composition phanmaceutlque caract6ris6 en ce que I'on met sous 
forme pharmaceutiquement acceptable un composd obtenu selon [*une des revendlcations 1 i 5. 

50 :■■ 
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